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　　　　　　　　　　　　（α顧八　Pr（ゾ．　T．ハrAaAf｝
　前回bにおいて筋肉ρ）弛緩を論ずる場合に弛緩
因子が生理的に筋肉中に存在するが故に特に重要
であることを述べ，弛緩因子の本態は酵素作用で
あることを確認し，BendallL’）及びLorand3）の提
唱した弛緩因子としてのmyokhユase，　creatine
phosphopherase（CP－pherase）の他にhexokinase
及びその他の酵素の重要性を溶血弛緩囚子を追求
した結果からして推定した。
　今回は前回に引続いて弛緩因子の本態及びその
作用機構を解明する口的でBenda11と同じ方法で
抽出した弛緩因子（M・B－Factor）をさらに検討し，
動物組織以外のyeast中の酵素についても実験を
行い2，3の知見を得たのでここに報告する。
　　　　　　　　　實験方・法
　1）M・B・Fac’borの抽出：Bendal14）に準じて抽出し使
用に際しATP，　MgC1，i，　KCI等を加え終三度4×10『3M
ATP／16×10－2MK／5×10一：IM瓢gc12，　p耳＝7とした。こ
の混合液は3／10量の．fac七〇rを含む。
　なおstabi：tityを検する時｛rk　100℃3’分，0，1NHCI　rlrで
100℃3分それぞれ処理して，変性蛋白を濾過後同量の．
factorを含ましopた。
　2＞yeas七extrac七（Y．E．）の抽Hi　：市販のyeastを少
量のトルオールを加えて磨砕，30℃に一30分放置後yeast
100gに対し：水100　ccの割で30。C，18時間抽出後遠沈し，
黄色の上清をKCU6×10一2　Mに補正して使用した。
　これをglycer61筋に作用せしめる時はATP，　MgCIL，及
びKCIを加え終濃度2×10一3MATP／16×10　2　M　KIIx
lO一「’　M　MgC12とした。なおこの混合液は1／5量のY．E．を
含み，弛緩効果とincubate時岡との関係を見る場含のみ
この2倍旦とした。
　3）adenosinepolyphosphateの分析：fae七〇rとATP
の混念液を22’Cの温浴中でincubateさせ過塩i素酸で除
蛋白宮崎等5）の方法で分析した。　　　　　　　　　　　’
　4）stable　phosphate（stable　P）の分析：factgrと
ATPの混合液を過塩素酸で除蛋白後，1NHCI，100℃の温
浴中でそれぞれ15分，150分水解して無機燐をBodansky
の方法で定量し，その差をstable　Pとした。
　5）glycerol筋，　meehanogram，　ATP，　creatine　pbos－
phate（CP）の定量等については前報1こ準じた。
　　　　　　　　　實験成績
L　M・B’Factorの追試楡討
　実験1．adenosinepolyphosphateの消長：Fig．1に見
る如くM・B－Factor　l：二ATPを添力口しincubateさせると，
ATPの減少にともなってADPの増加とAMPの少量の増
加が見られた。
　実験2．stable　P及びCPの消長：Fig2に示したよ5
Vこ一stable　Pは増吻口したがCPの産生は殆どなカ、つた。　こ
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れ等のphosphokinaseは普通平衡恒数がATP分解側にず
れたbexokinase，　phosphohexokinaseとATP合成側に
ずれた3－phosphoglycerate　kinase及びpyruvate　kin・
aseなどが共軌して効率よく燐酸の移動反応を行うのであ
り，BUcher”）も彼のLebedev－juiceから単離した3－phos－
phoglycerate　kinase　lこより’A．DP十1・3・diphQsphoglyc・
erate→ATP十3－monophDspboglycerateの反応がmyosin
及びphosphohexokillase等のATP　acceptorを加えるこ
とにより，上しく促進されることを報告している。しかし
factor中の少量のGH21・COOKによりphosphoglyceral－
dehyde　dehydrogenaseカミ抑制されるのでこれ以下の反応
は著しくおさえられて，主としてhexokinase，　phospho－
hexokinseの反応が進みADPとglucose－6－phosphate，
fructose－1・6－diphosphate等のproductの蓄積が考えら
れる。このことはFig。2に示されたstable　2の増加によ
っても想像され，Marsh9）もまた少量のCH，・1・COOKによ
りfactor中での乳酸の生成はなくなるといっているa
　したがってM・B－Factorの場合は上記の反応よりもむ
しろhexokinase，　phosphohexokinaseと平衡恒数がATP
合成側にずれた10）myokinaseのcoupleした作用であり
何れか単独でほ作用が弱いと考えるのが妥当であろ5。即
ちincubateの間にはATP＞ADPなるため主として（1），
（2）の反応が行われ，さらV：　actomyosin〔AM）による（3）の
反応が加わるとATP＜ADPとなるので（4）の反応が進み
AMにenergyを提供するものと解される。
（1）　ATP十glucose→ADP＋glucose－6－phosphate
　　（hexokinase）
（2）ATP十fructose－6－phospha七e－hADP十fructose・
　　1　・　6－diphosphate　（phospho　hexokinase）
（3）ATP→ADP＋inorganicphosphate（actomyos三n）
（4）　2ADP一．ATP　F　AMP（myokinase）
　なおincuba七eしたfactor十ATPがglycero1筋に作用
する場合はactin中のmyokinase1　Dもこれに加わわって，
ATPの合成はさらに加算されるわけである。
　2）Y．E．のi弛緩効果及びATP再合成＝Fig．4に見る
如くyeas七のextractほATPの存在1．ドにM・B－Factor
と同様に明かにglycerol筋の弛緩作用を現す。この幕実
は，動物組織以外にも弛緩因子の存在することを示し，
yeastと筋肉の共通性を検討することにより既に述べた如
く弛緩因子の本態が酵素であるとい5ことをさらに支持
してくれる。また，時聞的に弛緩作用の減弱すること及び
glyCQIysisのinhibitorを初めから作用させることにより
弛緩作用が抑制される（Fig．5，6，7参照）導実よりして大
体溶血の弛緩因子1）と同一であろ5と推定することが出来
る，、なおこれ等の実験ほ最も適当な条件で行い，incubate
の峙問と弛緩作用との関係を見る場合ほY．E．の濃度を濃
くしinhibitorの影響を見る四四は半分の濃度で実施した。
　次にY．E中に於けるATP再合成の問題であるが，第1
項において述べた如き酵訟系の存在は普通に認められてy・
ることでこれ等の酵素系によるtransphosphoryla㌻ionを
期待することが出来る。但しこの場合C＊　CH，・1　・COOK　tsく
glyc lysi　sによるATP合成系も反応に与っていると考え
るべきであろう。
　Fig．7．を見るとincubate（Y．E．＋ATP）1麦：に加えたjn・
hibitorが弛緩作用をむしろ促進している。　このことは
phosphohexoklpase等のproductの産生に役立つた酵素
がAIM（glyeerol筋）が加わった場合ATPのaccep七〇rと
しての作用面でAMと入れ替り，AMとむしろ競争的に仇
くphbsphohexokinase等は抑制された方が都合がよいの
であろう．。即ちATP合成二二が主に仇ぎAMに作用する
ATPの量が対照に比し多くなるわけである。　この事実も
以上の如く解釈すれば作用酵素が一？ではないということ
の一つの証左ともいえよう。
　3）ATPの再合成と弛緩機構：前報において述べた如
く弛緩因子の作用機構についてWeberi；’）はEigenhem・
mungによるATP分解の阻止，　LorandはCP－pheraseに
よるATPの再合成，　BendallはmyokinaseによるATP
の：再合成に加うるにAM－ATP系における複雑なreaction
eomplexを考えている。また著者は前門においてBendall，
横山等と同様な立場をとった。しかしATPの再合成と弛
緩作用との関係は未だ明かにされていないので本項におい
てはこれ等の問題について少しく論じて見たいと思う。
　Perryi3）は，低濃度のADPにCPとCP－pheraseを加
えると同じ濃度のATPの場含よりはるかにmyofibrilの
con七ractionに対してactiveであると報告し，また
Boz：ter14）は低濃度ATPで収縮しないglyce℃01筋が生理
的濃度のCPを加え．ることにより強いcontractionをおこ
し，生理的濃度のATPで短縮した創ycerol筋がCPを加
えた場合急速な弛緩を来す事実かちCPによりATPの
ac七ionは驚く程増大されるといっている。　Bozlerの見解
’8）　BUcher，　T．：　Bioehim．　Biophys．　Aeta　1，　292（1947）・
9）　Marsh，　B・　B．　：　Biochi　m．　Biophys．　Aata　9，　229　（1952）．
10）　Kalekar，　H．　M・：　Seienee　99，　131（1944）．
11）　Laki，　K．　＆　Clark，　A．　M，　：　Areh．　Biochem．　30，　187
　　（1951）．
2）　Weber，　H．　H＆Hasselbach，　W．：　Bioehiin．　Biophys．
　　Aeta　11，　160　（1953）．
13）　Chappell，　J．B．　＆　Perry，　S．　V．：　Biochem・　J．　57，
　　427　（1954）．
14）　Bozler，　E．：　J．　Gen．　Physiol．　37，　63（1953）．’
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にactin中にCP－pheraseが存在する6’・15）ことをあわせ
考えるとPerryの報告と全く同じであり，　CPから持続的
に合成されたATPが非常にaetiveであることを物語る
ものである。更にLajthai6）はwashed　muscle　fibreの
free　contrac七ionについて低濃度ATPに加えたADPが
myokinaseの存在によりATPの作用を薯しく促進するこ
とを示し，彼はADPの作用をadditiveであると解釈して
いる。しかし2～4分の間に出来得るATPの量と2つの
ADPからは1つのATPしか生成されないことを考えると
単にATPと生成されたATPの和としてけ短縮高が高く，
やはりCPの場合と同様にac七i▽eなATPの作用であると
解すべきであろう。
　また一方Lardy17’・ls’〉及びNajjari9）はATPにmetal
ionの綜合したM：g・ATPが酵素反応に際し非常にactive
であることを指適している。これ等のことからしてen－
zyme　lこより合成されたATPはactiveなfo㎜でen・
zymeより離れ直ちにAMに作用して驚くべぎactionを
示すのであろうと想・隊される。
　弛緩因子の揚合の酵素作用もincubateの間にATPが
一部ADP＋productの形で貯えられ次1こMg・ATPとし
て作用し．glycerol筋に仇く場合ATPの分析値は減少し
ているにかかわらず，あたかも高濃度ATPを作用させた
のと同様に弛緩作用をおこすのであろう．と推定される。か
くの如く考察することにより】ik）rand3），　Bendal12）及び
Weberli）の見解を同一機構として考えることが出来著者
の見解は三者の意見と一致する。
　以上前報とともに弛緩因子について論じて来たが，結局
弛緩因子の本態はA．TP合成系のcoupleした酵素系であ
りこれ等の酵素により合成されたac七iveなATPによる
高濃度ATP的な弛緩作用がその機構であろうと考えられ
る。しかし行われた実験はすべて不純なextractによるも
のであり，今後ほさらに純粋な酵素についてこれ等のこと
を確認したいと考えている。
結 論
　1）．M・B」Factorについて追試槍出し，．Benda11
がこの作用をmyokihaseに帰’しているのに対し
これとともに他の重要な酵素の存在することを指
摘しte、
　2）yeast　extractにも弛緩因子としての酵素
の存在することを認め，その作用は一つの酵素で
なく共範した酵素系によるATP合成であること
を推定した。
　3）ATP再合成と弛緩機構との関係を論じ，恐
らくactivateされたMg・ATP　cbmplexによる
高濃度ATPの場合と同じ弛緩機構であろうこと
を想定した。
（口聲禾rr　30．1：6受春」り
Summary
　　　1）　As　a　result　of　additional　research　of　M・B－factor，　it　has　been　revealed　that　M・
B－factor　contains　another　enzyme　seperate　and　apart　from　myokinase　〈Benda］1）　which
plays　the　role　of　a　relaxing　factor　of　glycerinated　muscle　fiber．
　　　2）　Yeast　extract　also　contains　the　above　mentioned　enzyme　as　a　relaxing　factor，
and　it　is　considered　that　the　relaxation　of　fiber　model　may　be　caused　by　ATP　being
resynthesized　by　the　coqpling　of　the　above　two　enzymes．
　　　3）Relationship　between　resynthesized　ATP　aエ1d　the　mechanism　of　relaxation　of　the
fiber　model，　was　discussed．　lt　is　suggested　that　the　Mg・ATP　complex　results　from　the
resynthesizing．
　　It　is　further　sllggested　that　the　relaxation　of　fiber皿odel，　may　be　induced　by　the
action　of　activated　Mg・ATP　complex　similar　to　the　relaxing　effect　of　a　high　concentration
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　うof　ATP．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Reeeived　Jan，　6，　1955）
15）　Feuer，　G．　Y．：　Acta　？hysiol．　Academ．　Szent．
　　Hungar．　3，　277〈1952）．
16）　Lajtha，　A．：　Enzymol．　14，　254（1950）・
17）　Lardy，　H 　A．　：　Phosphorus　Metabolisrn　1，　477（1951）．
18｝　Lardy，　H．　A，　et　al・：　」．　Biol，　Chem．　21e，　83（1954）．
19）　Najjar，　V．　A．　：　Phosphorus　Metabolism　1，　500　C1951）．
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の成繧は横山6）の成績と一致している。
　実験3．M・B・Fac七〇rのstabilityの検討：Fig．3の如
くfactorを100℃で3分処理したものは弛緩作用殆どな
く，0．1NHCIで100℃，3分処理したものは全：くなかっ
た。このことはfactorがheat　labileであることを示し
ており以前のBendallの報告4）と一致している。
ILY．E．の．弛緩作用
　実験4．Y．E．の弛緩作用とi．ncubation　timeとの関．係
（Fig．4）二Y．E．の中にもATPと共存下において弛緩作用
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　　　　　　　　　　　Mfnntes
　Fig．　1．　Disappearance　of　added　ATP　during
tbe　．incubation　of　M・B－Factor　and　ATP．　The
incuba七ion　mixture　c．ontains　4　x　10－aMATP／16
×　10一：’M　KCI／5×　10一”M　MgCIL）　and　M・B－Factor．
Tempera七ure　22．C．
○一一一一一一■⑦　Stabユe　P
e一一一一一一e　c？
をあらわす物質の存在が認められ，溶血因子と同様に，
incubate時間による弛緩1乍用の強弱が見られた。なお
Y．E．は溶血の弛緩因子1こ比し可成強い作用をもつている。
このことは短いincubation　timeにより弛緩効果をあら
わすことで首肯出来る。
　実1験5．Y．E．の弛繧作用に及ぼすCH，・1・COOK及び
NaFの影響＝Fig．5，6，7に示したようV＝　CH，・1・COOKは
Y．E．とATPのincubate前に添加すると明かに弛緩作用
を抑．制するが，incubate後にこれを加えるとむしろ促進
IOO
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　　　　　　　　　Minutes
　Fig．　2．　Tjme　curve　of’formation　of　stable
P　and　CP　in　the　same　mixture　as　illustrated
in　　F’ig●　工．
　Fig．　3．　Relaxation　induced　by　M・B－Factor
pretreated　with　heat　or　aeid．
　　　（lncubation　time　of　mixture　5　min．）
Eaeh　mixture　contains：
　A．4×10－3M　ATPI16x10一一2M　KCI！5×10’一3M
　　　MgCl，”
　B．　A＋M．B－Factor
　C．　A十M．B－Factor　（pretreated　at　100℃　for　3
　　　min．）
　D．　A＋M・B－Faetor　（pretreated　at　100nC　in　O．1
　　　N　HCI　for　3　min．）
Temperature　22eC．　Tirne　marks　5　min：
　Fig．4。　Effect　of　Y．E　as　a　relaxing　fac七〇r
incubated　with　ATP　for　5　or　10　min．
Eaeh　mixture　contains：
　A．　2×10r3M　AT？／16×10－g　M　KCI／5×10　g：］M
　　　MgCIL，
　B．　A－1－Y．E　6ncubated　for　10　min．）
　C．　A＋Y．E．　（incubated　for　5　min，）
Temperature　22bC．　Time　marks　5　min．
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　Fig．　5．　lnhibition　of　the　relaxation　by　CHL，1．
COOK　added　before　ineubation．
　　　（lncuba七ion七ime　of　mixture　10　min．）
Each　mixture　con七ains：
　A．　2×10－3M　ATP／16×10－2M　KCI／5×10－3M
　　　MgClt
　B．　A十Y，E．
　C．　A十Y．E．十CH，1・COOK（12×10－4　M）
Temperature　22”C．　Time　marks　5　min．
　　Fig。6。　工nhibition　of　the　relaxatlon　by　NaF
　added　before　incuba七ion．
　　　　（lncゆa七ion　time　of　mixture工O　min．）
　Eaeh　mixture　eontains：
　　A．2×10－3M　ATP／16×10‘『2　M　KCI／5×10－P・M
　　　　Mg：CIユ
　　B，A十Y．E．
　　C．　A十YE十NaF　Cls　x　IO－4　M）
　Temperature　22’C．　Time　marks　5　min．
する傾向がある。NaFも大体同じ傾向を示したが；抑制作
用はCH？1・COOK：に比し弱かった。
　　　　　　　　　繕括並びに考按
　以上の実験成績に基いて2，　3の考察を加えて見る。
　1）M・B’Factor中の酵素とその作用：前報で述べた
如く弛緩因子の作用はその中に存在する酵素作用であると
考えられるが，筋肉の水抽出液の中には多数の酵素が存在
　Fig．　7．　The　influence　of　inhibitor　on　relaxa－
tion　indueed　by　Y．E．　The　inhibitK）r　was　added
after　a　10　min　ineubation，
Each　mixture　eontains：
　A．　2×10－3M　ATP／16×le－Li　M　KCI／5×10一：，　M
　　　MgCIL）
　B．　A＋Y．E．
　C．　A十Y．E．十NaF（15×10一“M）
　D．　A十Y．E．＋CH，，1・COOK（12×10－4　M）
Tempera七ure　22℃．　Time　marks　5　min．
していてその中からglycerol筋の弛緩因子としての酵素
を明かにすることは全く困難である。
　しかしATPとincubateすることにより弛緩効果をあ
らわす点からして，ATPと反応する酵素の敢要性は容易
に想像することが出来る。
　そこで著癌・は先ずadenosinepoltyphosphateの消長を追
求した。
　factor　rc　ATPを加えるとFig．　1の如くATPの減少と
ADPの増加が見られ，　AMPは少量の増加を示した。
　このことはfactor中に．　water　solubleのATPaseか
transphosphorylaseの存在することを意味している。
　この種の酵i素からBendallL’），　Lorand3），横山6）等の見解
に従ってATP合成系の酵素を考えて見ると，　Bendallの
myokinase，　LorandのCP－pheraseの他にglycolysisの
過程における3－phosphoglycerate　kinase及びpyruvate
kinase等がある。’しかるにFig．2に見る如くCPの産生
はなくこのfactorにおいては横山も認めたようにCP－
pheraSeの存在ほ除かれる。またBendallは単離した
myokinaseで弛綾作用を見ているがFig．3に示されたよ
うに．stabili七yの検！討からしてheat　stablev）なmyokin－
aseの作用ほ一応否定される。しかしFig．1におけるAMP
の増加ば少量のmyokinaseの存在を暗示しているのでこ
の場合はfactor中のmyokinaseが少な過ぎるためと解
すべきであろう。したがってheat　labileな酵素の距：要性
が示唆され安定度の低い酵素系1）が重要視さる。
　次1こglycolysisにおけるATP合成系酵素であるが，こ
6）　オ黄111＝　生tiscの禾…卜学　6，129（1954）， 7）　Colowick，　S．　P．　＆　Kalckar，　H，　M．　：
　148，　117　（1943）．
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